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Abstract
In Japan, the development-of-symptoms number of a food allergy is increasing every year, 
and the primacy allergen is crustacean in the adult population.　For elucidating the pathogenic 
mechanism of crustacean allergy, we tried the identification of the allergen in black tiger shrimp. 
First, we fractionated the protein from black tiger shrimp by ammonium sulfate precipitation at 
the ３０％ , ５０％ and ８０％ fraction.　Then we sensitized BALB/c mice by the oral administration of 
these fractions using cholera toxin as adjuvant.　By SDSPAGE analysis, it was identified tropo-
myosin in the ３０％ and ５０％ fractions and the administrations of these fractions increased the 
plasma total IgE levels and the shrimp tropomyosin（ST）specific IgE levels in mice.　On the other 
hand, although it was not identified tropomyosin in the ８０％ fraction, the administration of this 
fraction increased the total IgE level more than other fractions.　These results suggest that the 
８０％ fraction includes the minor allergens except for the major allergen of crustacean allergy, 
tropomyosin.
Key words
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要　旨
わが国の食物アレルギー症状の発症件数は年々増加傾向にあるが、食物アレルギーの発症機構に関し
ては不明な点が多い。本研究では、成人期の発症件数第１位の甲殻類アレルギーに着目し食物アレル
ギー発症機構の解明を目的とする。生エビのタンパク質を硫安塩析にて全分画、８０％分画、５０％分画、
３０％分画に分離精製した。次にこれら分画したたんぱく質を雌性 BALB/c マウスにコレラトキシンと
共に経口投与し、アレルギーの誘発を行った。採取した血液から血漿を得、ELISA 法にて IgE 濃度お
よび Shrimp tropomyosin（ST）特異的 IgE レベルを測定した。３０％および５０％分画の SDSPAGE 
において Tropomyosin のバンドが検出され、その投与は血漿 IgE 濃度および ST 特異的 IgE レベルを
上昇させた。８０％分画の SDSPAGE ではそのバンドが検出されなかったにもかかわらず、ST 特異的 
IgE レベルは同程度まで上昇し、血漿 IgE 濃度は他の分画以上に上昇した。これは８０％分画に Tropo-
myosin 以外のアレルゲンが含まれていることを示唆する。
キーワード
食物アレルギー、ブラックタイガーエビ、アレルゲン
平成４年から６年にかけて実施された厚生科
学研究所の全国調査１） および厚生労働省大臣官
房統計情報部が平成１６年に発表した平成１５年保
健福祉動向調査２） によると、日本人の三人に一
人は何らかのアレルギー疾患を有しているとい
われている。食物アレルギーの有病率は一般に
乳幼児、小児期に多いが、甲殻類アレルギーは
年齢を重ねるに従って発症頻度が高まっていく
傾向にある。乳幼児期での食物アレルギーの原
因食品はほとんどが鶏卵、牛乳、小麦などであ
るが、学童期頃から甲殻類を原因とする食物ア
レルギーが見受けられ、成人期では最も頻度が
高い原因食品となっている。
甲殻類アレルギーのアレルゲンに関する研究
は、１９８１年に Holffman らがエビの抽出液から
主要アレルゲン antigen Ⅱ を単離した３） こと
から始まる。１９８９年には Nagpal らが、インド
エビ Penaeus indicus から主要アレルゲンとして
分子量 ３４ kDa のたんぱく質 SaⅡ（Penil）を
単離した４）。その後、Shanti らが Penil の酵素
分解ペプチドからアミノ酸分析を行った結果、
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Drosophila melanogaster の 
Tropomyosin と８６％の相同性を示し、Penil は
インドエビの Tropomyosin であることが明ら
かになった。
Tropomyosin はαヘリックス構造を持つ分
子量 ３０数kDa のサブユニット２本からなる繊
維状のたんぱく質である。一次構造の特徴とし
て、１　 残基目および４残基目に疎水性のアミノ
酸残基（特に Ala および分岐鎖アミノ酸）が存
在する７残基の繰り返し構造を有する。熱や酸
に非常に安定なたんぱく質であり、多くのアイ
ソフォームを持っている。Tropomyosin は地
球上に生息するほとんどの動物が有する筋たん
ぱく質の一つである。アクチンフィラメントの
構成要素として、Actin および Troponin とと
もに７：１：１の分子比（Actin：Tropomyosin：
Troponin）で含まれており、アクトミオシン 
ATPase の Ca２＋ 感受性を回復させて筋収縮作
用の調節を行っている。
この Tropomyosin が甲殻類アレルギーの主
要アレルゲンであることは、これまでのエピ
トープ部位の特定および抗原性が確認されてい
る５）, ６）, ７）。しかしながら、Tropomyosin 以外に
もマイナーアレルゲンの存在が予測８） されてい
るが、未だ特定はされていない。そこで本研究
では、このマイナーアレルゲンの特定を目的と
して、まずエビのたんぱく質を硫酸アンモニウ
ム塩析によって分画し、これらをマウスに経口
投与した。その後、マウスのアレルギー反応を
観察し、マイナーアレルゲンとなるたんぱく質
の同定を試みた。
【方　法】
エビたんぱく質の精製
本研究では、抗原となるエビとしてブラック
タイガーエビ Penaeus monodon を用いた。ブ
ラックタイガーエビの可食部 ７９０ g をホモジナ
イズし、PBS を加えた後、１８,０００ rpm で３０分間
遠心分離した。この上清を全分画とし、硫酸ア
ンモニウム塩析を行った。まず３０％硫酸アンモ
ニウム塩析をし、生じた沈殿を透析して脱塩し
たものを３０％硫安分画とした。上清は５０％硫酸
アンモニウムとなるように調整して塩析を行
い、生じた沈殿を透析して脱塩したものを５０％
硫安分画とした。同様に８０％硫酸アンモニウム
塩析をし、生じた沈殿を脱塩したものを８０％硫
安分画とした。
それぞれの分画に含まれるたんぱく質を、ド
デシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲ
ル（SDSPAGE）にて電気泳動した。分子量
マーカーには ATTO 社の EZ Standard Pres- 
tain Blue（概算分子量：βガラクトシダーゼ
／血清アルブミン／オボアルブミン／カーボ
ニックアンヒドラーゼ／トリプシンインヒビ
ター／リゾチーム＝１１４,０００／８４,７００／４７,３００／
３１,３００／２５,７００／１７,４００ Da）を用いた。泳動後、
銀染色を行い検出した。 
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エビたんぱく質の経口投与によるアレルギー
誘導
免疫動物として、BALB/c 系雌性マウス（５
週齢）４５匹を用いた。このうち、５　 匹をコント
ロール群とし、１　 匹あたり ５００ μL の PBS にコ
レラトキシン ５ μg を加えて経口投与した。残
り４０匹を４群に分け、それぞれエビたんぱく質
全分画、３０％分画、５０％分画あるいは８０％分画 
５ mg を ５００ μL の PBS に溶解し、コレラトキ
シン ５ μg を加えて経口投与した。
投与は、まず初回免疫として１週間のうちに
２回行った。初回免疫の１回目の際に、全分画
群で５匹および５０％分画群で２匹のマウスが投
与の影響によって死亡した。初回免疫の２回目
の投与から１週間後にコントロール群、全分画
群、３０％分画群、５０％分画群および８０％分画群
からそれぞれランダムに２匹、２　 匹、５　 匹、４　 
匹、５　 匹選び出し、と殺、解剖し血液を採取し
た。残りのマウスは追加免疫として再度、１　 週
間のうちに２回の投与を行った。最後の投与か
ら１週間後にすべてのマウスをと殺、解剖し血
液を採取した。採取した血液はヘパリン処理を
行い、遠心分離にて血漿を得、以後の測定を行
うまで－８０℃ にて冷凍保存した。
血漿 IgE 濃度および Shrimp tropomyosin
（ST）特異的血漿 IgE 濃度の測定
マウス血漿中の IgE 濃度は、モリナガマウ
ス IgE 測定キット（森永社）を用いて測定した。
ST 特異的血漿 IgE 濃度は、ELISA 法にて測
定した。９６ well のプレートに、ブラックタイ
ガーから精製した Tropomyosin（１０μg/mL）
を ５０ μL ずつ注ぎ、３７℃ で３時間静置しコー
ティングした。ウェルを洗浄し、１０倍希釈した
マウス血漿を ５０ μL ずつ注ぎ、４
　
 ℃ で一昼夜
静置した。洗浄し、二次抗体（peroxidase-la-
beled rat monoclonal anti-mouse IgE）を ５０ 
μL ずつ注ぎ、室温で５時間静置した。ペルオ
キシダーゼ基質を加え、発色後に ４５０ nm にて
吸光度を測定し、その値を ST 特異的血漿 IgE 
レベルとして示した。
統計処理
マウスの体重は平均値、血漿 IgE 濃度およ
び ST 特異的血漿 IgE 濃度は平均±標準偏差で
表した。血漿 IgE 濃度および ST 特異的血漿 
IgE 濃度の群間の比較は Tukey 法を用いた。
【結　果】
エビタンパク質の精製
ブラックタイガーエビ Penaeus monodon から
得られたたんぱく質を硫酸アンモニウム塩析で
分画し、SDSPAGE 泳動した結果を Fig. １ に
示した。全分画（Lane １）、３０％分画（Lane ４）
および５０％分画（Lane ３）において、Tropomy-
osin の分子量である ３４ kDa 付近にバンドが検
出された。８０％分画（Lane １）には ３４ kDa 付
近にバンドは検出されなかったが、１１４ kDa 付
近にバンドが検出された。また、８０％分画にお
いて筋形質カルシウム結合たんぱく質と考えら
れる ２０ kDa 付近にバンドが検出されたが、３０
および５０％分画には検出されなかった。
エビたんぱく質の経口投与によるアレルギー
誘導
マウスに PBS およびエビたんぱく質の各分
画を経口投与した期間の体重変化を、Fig. ２ に
示した。各群間に、体重変化の差は認められな
かった。
エビたんぱく質を経口投与した後のマウス血
漿 IgE 濃度を Fig. ３ に示した。すべての群に
おいて、初回免疫後と比べて、追加免疫後の血
漿 IgE 濃度が増加しているが、有意差は認めら
れなかった。初回免疫後の血漿 IgE 濃度にお
いて、全分画群はコントロール群と同程度で
あったが、３０％および８０％分画群は、有意差は
なかったもののコントロールと比較して４倍程
度に上昇していた。追加免疫後の血漿 IgE 濃
度では、全分画、３０％分画および５０％分画群は
コントロール群と比較して増加傾向を示し、
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１日目：購入時　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
２３日目：初回免疫後　　　３０日目：初回免疫群解剖時　　
３７日目：追加免疫後　　　４２日目：初回＋追加免疫解剖時
Fig. ２.　マウスの体重変化
Lane １：全分画　
Lane ２：８０％分画
Lane ３：５０％分画
Lane ４：３０％分画
Fig. １.　エビたんぱく質分画の SDSPAGE
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（平均±標準偏差）　　　　　　　
Fig. ３.　エビたんぱく質投与後のマウス血漿 IgE 濃度
（平均値±標準偏差）　　　　　　　
Fig. ４.　エビたんぱく質投与後の Shrimp tropomyosin 特異的血漿 IgE レベル
８０％分画群では有意差は認められなかったがコ
ントロール群の３倍以上に上昇した。
エビたんぱく質を経口投与した後の ST 特異
的血漿 IgE レベルを Fig. ４ に示した。コント
ロール、全分画および８０％分画群において初回
免疫後の ST 特異的血漿 IgE 濃度は追加免疫後
のそれと変化は認められなかったが、３０％およ
び５０％分画群は有意差がなかったものの追加免
疫によって ST 特異的血漿 IgE 濃度は増加し
た。初回免疫後の ST 特異的血漿 IgE 濃度にお
いて、全分画群はコントロール群と比べて差は
認められなかったが、５０％、３０％および８０％の
順に増加傾向にあった。追加免疫後の ST 特異
的血漿 IgE 濃度においても同様に全分画群は
コントロール群と比べて差は認められなかった
が、３０％、５０％および８０％分画群はどれも同程
度の増加傾向が見られた。
【考　察】
本研究は、甲殻類、特にエビアレルギーのア
レルゲンの同定を目的として、エビたんぱく質
を精製し、これをマウスに経口投与することに
よってアレルギーを誘発させ、その血漿 IgE 濃
度について検討を行った。
ブラックタイガー Penaeus monodon をホモジ
ナイズし、遠心分離をして得られた上清を
３０％、５０％および８０％で硫酸アンモニウム塩析
し、たんぱく質を分画した。SDSPAGE にて
電気泳動した結果、全分画、３０％および５０％分
画において、約３４ kDa のバンドが認められた。
Tropomyosin の分子量が ３４ kDa であるため、
全分画、３０％および５０％分画には Tropomy-
osin が含まれていることが示唆された。一方、
８０％分画にはこの分子量のバンドは認められ
ず、１１４ kDa にバンドが認められた。Tropo-
myosin はポリマーを形成することが知られて
おり９）、その長さは Tropomyosin 濃度や塩濃
度など種々の条件で異なる。我々が以前に 
Tropomyosin の抽出を本実験と同条件で行っ
た際も今回の実験結果と同様に １１４ kDa 付近
にバンドが認められた（データは未公開）ため、
本条件下では３量体のポリマーが形成されてい
ると考えられる。また、全分画および８０％分画
には ２０ kDa の部分にバンドが認められるが、
３０％および５０％分画では認められない。このバ
ンドは筋形質カルシウム結合たんぱく質だと推
定される８）。
次にこれらの分画に分けたエビたんぱく質を
マウスに経口投与し、アレルギーを誘発させる
ことを試みた。エビたんぱく質全分画をマウス
に経口投与すると、血漿 IgE 濃度が増加傾向を
示し、その傾向は初回免疫のみの場合よりも追
加免疫を行った場合の方が大きかった。これは
今回用いたアレルギー誘発手法１０） が有効であ
ることを示唆している。さらに、エビたんぱく
質の３０％、５０％および８０％分画を経口投与した
場合においても同様に血漿 IgE 濃度の上昇が
認められた。つまり、これらすべての分画にア
レルゲンとなるたんぱく質が含まれていること
を示している。３０％、５０％および８０％分画の初
回免疫のみの場合では血漿 IgE 濃度が全分画
投与の１.５～２倍の値となったが、これは精製
の段階でそれぞれの分画に含まれるたんぱく質
が相対的に濃縮されたためにアレルゲンとして
の作用が強まったのかもしれない。３０％および
５０％分画では追加免疫を行っても全分画のそれ
と同程度までの上昇となったが、８０％分画を追
加免疫すると全分画投与と比べても血漿 IgE 
濃度は２倍近い値となった。このことから、
３０％、５０％および８０％分画に含まれるアレルゲ
ンたんぱく質の種類は異なり、アレルギー誘導
におけるメカニズムも異なっていると考えられ
る。SDSPAGE の結果から、３０％および５０％
分画にはエビアレルギーのメジャーアレルゲン
である Tropomyosin が含まれていることが推
定され、これらの分画投与による IgE 濃度の上
昇は Tropomyosin が誘導したことが示唆され
る。一方、８０％分画には Tropomyosin と思わ
れるバンドが検出されなかったが、その投与に
より IgE 濃度は上昇しているため、Tropomy-
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osin 以外のマイナーアレルゲンがこの分画に
含まれていることが予測される。
これらの分画投与による血漿 IgE 濃度の上
昇が Tropomyosin 由来のものかどうかを検討
するため、分画投与後の血漿中の Shrimp tro-
pomyosin（ST）特異的な IgE レベルを測定し
た。全分画投与群はコントロール群と比較して
わずかであるが上昇傾向が認められた。全分画
にも Tropomyosin は含まれているにもかかわ
らず ST 特異的 IgE レベルがそれほど上昇して
いないのは、投与したたんぱく質量に対して 
Tropomyosin 量が他の分画よりも相対的に少
量であったためだと思われる。３０％、５０％およ
び８０％分画投与後の ST 特異的 IgE レベルは、
追加免疫後にはすべて同様にコントロールの２
倍程度に上昇していた。SDSPAGE の結果か
ら８０％分画には Tropomyosin は含まれていな
いと推察されるにもかかわらず ST 特異的 IgE 
レベルが上昇した。これは、この分画には Tro- 
pomyosin ポリマーと考えられるバンド（１１４ 
kDa）が検出されており、これが Tropomyosin 
と同様のアレルゲンとなる、あるいは消化過程
において単体の Tropomyosin となって ST 特
異的 IgE を誘導したのかもしれない。また、
８０％分画投与後のマウス血漿 IgE 濃度は３０％
および５０％分画投与後のそれと比較して大きく
上昇しているが、ST 特異的 IgE レベルは同程
度であった。この差の要因として考えられるの
が８０％分画にのみ含まれているであろうマイ
ナーアレルゲンである。これまでマイナーアレ
ルゲンである可能性が示されている筋形質カル
シウム結合たんぱく質８） が、SDSPAGE にお
いて８０％分画にバンドが検出された（２０ kDa）
こともこれを支持する。
本研究はエビアレルギーのアレルゲンとし
て、Tropomyosin 以外のマイナーアレルゲン
について検討した。そして、エビたんぱく質を
硫酸アンモニウム塩析によって分画しマウスに
投与する実験から、８０％分画に含まれる比較的
低分子のたんぱく質に Tropomyosin とは異な
るアレルゲンが存在することを明らかにした。
甲殻類アレルギーは成人に最も多い食物アレル
ギーであり、そのアレルゲン、特にマイナーア
レルゲンの解明は重要である。本研究において
その候補として予想されたたんぱく質をさらに
精製し、アレルギーに対する作用を検討するこ
とで、エビアレルギーのアレルゲン解明に寄与
していきたい。
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